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1. Zusammenfassung 
Monoklonale Antikörper gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor EGFR 
(epidermal growth factor receptor) (anti-EGFR-mAb) sind eine weitere Option in der 
Therapie metastasierter kolorektaler Karzinome (mCRC). Voraussetzung für die 
Wirksamkeit der Antikörper ist, dass das mCRC keine Mutation des KRAS Proto-
Onkogens aufweist, einer dem EGFR nachgeschalteten Komponente des 
RAS/RAF/MAPK-Signalwegs (Rat sarcoma viral oncogene homolog/Murine sarcoma 
viral oncogene homolog/mitogen-activated protein kinase). Durch diese Mutationen 
wird das KRAS Proto-Onkogen konstitutiv aktiviert, wodurch der Signalweg 
autoaktiviert wird und somit die gegen EGFR gerichtete Therapie nicht mehr greift. 
Daher muss bei jedem Patienten mit mCRC vor der Therapieentscheidung für die 
zielgerichtete anti-EGFR-Therapie eine KRAS-Mutationsanalyse durchgeführt 
werden und nur Patienten mit mCRC mit KRAS WT erhalten die Antikörper-Therapie.  
Allerdings sprechen auch in dieser vorselektierten Gruppe nur 61% der Patienten auf 
eine Monotherapie mit anti-EGFR-mAb an. Es wird daher vermutet, dass weitere 
Proto-Onkogene, die analog zu KRAS dem EGFR im RAS/RAF/MAPK-Signalweg 
nachgeschaltet sind, durch Mutation ebenfalls zur Therapieresistenz führen. In 
klinischen Studien konnte dieser Zusammenhang bisher vor allem für KRAS Codon 
61 gezeigt werden. Für BRAF wurden ähnliche Untersuchungen durchgeführt. Die 
während der Durchführung der vorliegenden Arbeit veröffentlichte CRYSTAL-Studie 
wies jedoch keinen prädiktiven Zusammenhang zwischen BRAF-Mutationen und 
Therapieresistenz nach.  
Im Regelfall wird für die KRAS-Mutationsanalyse Gewebe des Primärtumors 
verwendet. Hauptangriffspunkt der Therapie ist hingegen die Metastase. 
Unterschiede im Mutationsstatus von Primärtumor und Metastase könnten daher die 
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Therapieresistenz bei Patienten mit KRAS WT im Primärtumor erklären. Bisherige 
Studien, die KRAS-Mutationen in Primärtumor und korrespondierenden Metastasen 
der CRC verglichen, lieferten allerdings widersprüchliche Ergebnisse mit 
Übereinstimmungsraten zwischen 77 und 100%. Da wenige dieser Studien die 
möglichen Fehlerquellen bei der Mutationsanalyse an Gewebematerial 
berücksichtigen, sind Fehler in der Durchführung der Mutationsanalyse eine 
wahrscheinliche Ursache für diese Abweichungen.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob sich eine vollständige 
Übereinstimmung der Ergebnisse der Mutationsanalyse von Primärtumor und 
Metastase erreichen lässt, wenn dazu ein validiertes Analyseverfahren eingesetzt 
wird. Diese These wurde neben KRAS Codon 12/13 auch für Codon 61 und BRAF 
geprüft, die zu Beginn dieser Arbeit als prädiktive Marker galten. 
Zu diesem Zweck wurde zunächst ein hochsensitives und -spezifisches Verfahren 
zur Mutationsanalyse unter realen Laborbedingungen nach aktuellen Leitlinien 
etabliert. Mithilfe dieses Verfahrens wurden in einem Kollektiv von 63 Patienten mit 
mCRC Primärtumor und korrespondierender Metastase auf Mutationen von KRAS 
Codon 12, 13 und 61 sowie BRAF untersucht und miteinander verglichen.  
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass unter Verwendung eines validierten 
Analyseverfahrens der Mutationsstatus von KRAS und BRAF in Primärtumor und 
korrespondierenden Metastasen des CRC vollständig übereinstimmt. Daher ist es 
zulässig, anhand der Mutationsanalyse in Gewebe des Primärtumors über eine 
zielgerichtete Therapie mit anti-EGFR-mAbs zu entscheiden, vorausgesetzt das 
Testverfahren wurde ausreichend validiert. Dadurch wird der Bedarf an validierten 
Methoden und standardisierten Verfahren in der KRAS-Routinediagnostik betont.  
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2. Einleitung 
2.1. Das kolorektale Karzinom 
Das kolorektale Karzinom (CRC), ein bösartiger epithelialer Tumor von Dickdarm und 
Mastdarm, ist das zweithäufigste Tumorleiden überhaupt und die zweithäufigste 
krebsbedingte Todesursache bei Männern und Frauen in Deutschland und den 
USA.[1, 2, 56, 97, 98] Im Jahr 2012 wurde in Deutschland bei 37.000 Männern und 
31.000 Frauen erstmals die Diagnose CRC gestellt.[1] Das Erkrankungsrisiko steigt 
mit zunehmendem Lebensalter, die Hälfte aller Betroffenen erkrankt jenseits des 70. 
Lebensjahrs.[2] Während die altersstandardisierten Erkrankungsraten seit den 
1980er Jahren stabil sind, steigen die absoluten Fallzahlen aufgrund des 
demographischen Wandels weiter an.[2] Dies hat zu einer erheblichen Zunahme der 
Prävalenz des CRC von 80% bei Männern und 40% bei Frauen seit 1990 geführt.[1] 
In den USA verursachte das CRC im Jahr 2010 Behandlungskosten in Höhe von 14 
Milliarden Dollar und Produktivitätsausfälle von 15,3 Milliarden Dollar. Bis 2020 wird 
mit einem Anstieg der Behandlungskosten auf 20 Milliarden Dollar gerechnet.[81] 
15-20% aller CRC werden erst entdeckt, wenn sie bereits Fernmetastasen gebildet 
haben. Während die durchschnittliche 5-Jahresüberlebensrate des CRC innerhalb 
der letzten zehn Jahre durch die Einführung des Darmkrebs-
Früherkennungsprogramms und verbesserte Behandlungsmöglichkeiten von 45% 
auf 60% stieg, stagnierte sie bei Patienten mit metastasiertem CRC (mCRC) bei 
weniger als 5%. Das mediane Überleben betrug in diesem Krankheitsstadium unter 
Polychemotherapie ca. 20 Monate.[52] 
Durch die Einführung monoklonaler Antikörper (mAbs) in die Therapie des mCRC zu 
Beginn des letzten Jahrzehntes wurde eine signifikante Verlängerung des 
progressionsfreien Überlebens (progression-free survival, PFS) erreicht.[22, 119] Sie 
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richten sich entweder – wie der Angiogenesehemmer Bevacizumab (Avastin®) – 
gegen den Gefäßwachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor)[17] 
oder – wie die Präparate Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) – 
gegen den Wachstumsfaktor-Rezeptor EGFR (epidermal growth factor receptor).[27] 
2.2. Der epidermal growth factor receptor EGFR 
Der epidermal growth factor receptor (EGFR) ist ein Membranrezeptor aus der 
Familie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Bisher sind 13 verschiedene Liganden 
bekannt, die den EGFR binden. Unter ihnen haben Amphiregulin AREG und 
Epiregulin EREG im Dickdarmepithel die größte Bedeutung. Ligandenbindung an die 
extrazelluläre Domäne des Rezeptors führt zur Dimerisierung und 
Transautophosphorylierung der intrazellulären Domäne durch die Tyrosinkinase-
Aktivität. Diese Phosphorylierung stößt die Signaltransduktion über fünf intrazelluläre 
Signalkaskaden an (Abb. 2.1):  
– RAS/RAF/MAPK-Signalweg (Rat sarcoma viral oncogene homolog/Murine 
sarcoma viral oncogene homolog/mitogen-activated protein kinase) 
– PIK3/PTEN/AKT-Signalweg (Phosphatidylinositol-3-kinase/Phosphatase and 
tensin homolog/Murine thymoma viral oncogene homolog 1)  
– Phospholipase Cγ-Signalweg  
– STAT-Signalweg (Signal transducers and activators of transcription) und 
– SRC-Signalweg (Sarcoma viral oncogene homolog). 
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Diese Signalkaskaden leiten das Signal in den Zellkern weiter und verändern dort 
über die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren die Expression von Zielgenen. Auf 
diese Weise reguliert EGFR unter anderem Zellproliferation, Überleben, Invasion, 
Migration, Adhäsion und Angiogenese in Epithelien.[108]  
Die Deregulation jedes dieser Zelleigenschaften (hallmarks of cancer) ist ein 
zentraler Schritt in der Tumorprogression.[53, 54] Entsprechend ist die funktionelle 
Aktivierung der EGFR-abhängigen Signalwege – durch Amplifikation oder Mutation 
des Rezeptors selbst oder seiner Mediatoren – maßgeblich an der Entstehung 
epithelialer Tumore beteiligt.[108] Da CRC EGFR in 85% der Fälle exprimieren, ist 
der EGFR ein geeigneter Angriffspunkt für die zielgerichtete Therapie kolorektaler 
Karzinome.[27, 87] 
Abbildung 2.1: EGFR-abhängige Signalwege. 
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2.3. Anti-EGFR monoklonale Antikörper: Therapieoption beim 
metastasierten CRC 
Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®) sind gegen den EGFR 
gerichtete, monoklonale Antikörper (anti-EGFR-mAb). Es handelt sich um 
humanisierte (Cetuximab) bzw. humane Immunglobuline (Panitumumab) vom Typ 
IgG. Sie binden an die extrazelluläre Domäne des EGFR, verhindern so die 
Dimerisierung und Aktivierung des Rezeptors und hemmen dadurch die Deregulation 
der hallmarks of cancer und somit im Endeffekt Tumorwachstum und -
ausbreitung.[27] Die Wirksamkeit von anti-EGFR-mAb wurde zunächst in der 
Zweitlinientherapie des chemotherapierefraktärer mCRC nachgewiesen.[28, 103]  
Studien, die die Wirksamkeit der anti-EGFR-mAb Monotherapie bei Patienten mit 
nicht vorbehandeltem mCRC untersuchten, zeigten eine signifikante Verlängerung 
des PFS.[8, 62] In Studien an nicht vorbehandelten mCRC-Patienten zeigte die 
Kombination von anti-EGFR-mAbs mit konventioneller Chemotherapie eine PFS-
Verlängerung von 8,0 (95% CI 7,6-9,0) auf 8,9 (8,0-9,5) Monate (HR=0.85 (0.72–
0.99), p=0.048), eine Zunahme der Ansprechrate um 10-20% (overall response rate, 
ORR) (OR=1.40 (1.12–1.77), p=0,004) gegenüber der alleinigen Chemotherapie.[22, 
38, 119] Das Gesamtüberleben (overall survival, OS) wurde durch die anti-EGFR-
mAb Therapie in keiner der Studien signifikant verlängert. Auf der Grundlage dieser 
Daten wurden Cetuximab und Panitumumab im Jahr 2004 von der FDA in den USA 
und von der EMEA in der EU zur Therapie des mCRC zugelassen. 
Obwohl die genannten Studien nur solche Patienten einschlossen, deren Tumore 
immunhistochemisch EGFR-Expression zeigten, lag die ORR bei nur 10% vs. 0% 
unter anti-EGFR-mAb Monotherapie vs. best supportive care (BSC) [8, 61, 62, 118] 
und bei nur 46% vs. 36% unter anti-EGFR-mAb und Chemotherapie vs. 
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Chemotherapie alleine.[22, 38, 93, 110, 119] D.h., nur eine Subgruppe von Patienten 
sprach auf die Therapie mit anti-EGFR-mAb an. Die Mehrzahl der Patienten 
profitierte nicht von der Therapie, litt aber unter den teils erheblichen 
Nebenwirkungen[10, 18, 44, 55, 70, 103, 114] und verursachte im 
Gesundheitssystem Zusatzkosten von ca. 17.500€ pro Patient und 
Behandlungszyklus.[124] Es wurden also dringend prädiktive Biomarker benötigt, die 
das Ansprechen des Tumors auf die anti-EGFR-mAb Therapie vorhersagen und zur 
Patientenselektion herangezogen werden konnten.[76] Ein solcher reproduzierbarer, 
hochspezifischer prädiktiver Marker für die Resistenz gegen EGFR-Inhibitoren ist der 
Mutationsstatus des EGFR-abhängigen Signalmoleküls KRAS.[88] 
2.4. KRAS-Mutationen und Resistenz gegen anti-EGFR-mAbs 
Das Signalmolekül KRAS nimmt als „Adapter-Molekül― eine Schlüsselstellung in der 
Signalübertragung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie EGFR auf intrazelluläre 
Signalkaskaden ein.  
KRAS-Moleküle sind Guaninnucleotid-bindende oder G-Proteine und funktionieren 
als „molekulare Schalter―. Sie wechseln zwischen dem aktiven, GTP-bindenden 
Zustand und dem inaktiven, GDP-bindenden Zustand hin und her. Durch 
Ligandenbindung wird der EGFR aktiviert und rekrutiert in der Folge 
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEF). Diese katalysieren den Austausch von 
GDP durch GTP und aktivieren so KRAS. KRAS aktiviert seinerseits den 
RAS/RAF/MAPK-Signalweg, der eine Vielzahl zellulärer Eigenschaften wie 
Zellteilung, -differenzierung und –überleben reguliert. Indem KRAS durch seine 
schwache intrinsische GTPase-Aktivität GTP zu GDP hydrolysiert, inaktiviert es sich 
selbst und beendet dadurch die Signalübertragung. Diese Reaktion wird durch 
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GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beschleunigt. Die normale KRAS-Aktivität wird 
also nur unter EGFR-Stimulation aufrecht erhalten und ist dadurch regulierbar.[79] 
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Aktivierende Mutationen des 
KRAS-Gens zählen zu den 
häufigsten genetischen 
Veränderungen epithelialer 
Tumoren.[9, 104] KRAS-
Mutationen finden sich in 40-
45% aller CRC.[9, 104] 
Mutationen mit dieser 
Häufigkeit wurden von Bert 
Vogelstein als „Mountain―-
Mutationen bezeichnet.[128] In 
der schrittweisen Entwicklung 
eines Karzinoms aus normaler 
Kolonschleimhaut (Adenom-Karzinom-Sequenz) sind KRAS-Mutationen ein frühes 
Ereignis.[25, 41, 42, 125] 98% der KRAS-Mutationen sind somatische Missense-
Mutationen, die zum Austausch einzelner Aminosäuren in Codon 12, 13 oder 61 von 
Exon 2 bzw. 3 des KRAS-Gens führen (Abb. 2.2).[14, 57] Sieben verschiedene 
CDS-Mutation AA-Mutation mut (%)
c.35G>A p.G12D 36,0
c.35G>T p.G12V 21,8
c.38G>A p.G13D 18,8
c.34G>T p.G12C 8,0
c.34G>A p.G12S 6,5
c.35G>C p.G12A 6,0
c.34G>C p.G12R 1,3
Tabelle 2.1: Häufigkeitsverteilung der KRAS-
Mutationen im mCRC (modifiziert nach 
Neumann et al., 2009)
Abbildung 2.2: Häufigkeitsverteilung von KRAS-Mutationen im CRC. 
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Mutationstypen machen die Mehrzahl 
(98,4%) aller KRAS-Mutationen aus 
(Tab. 2.1).[86] Diese Veränderungen 
beeinträchtigen die instrinsische 
GTPase-Aktivität (Codon 61) oder 
führen zur Resistenz gegen GAP 
(Codon 12, 13) (Abb. 2.3). KRAS 
inaktiviert sich daraufhin nicht mehr 
und akkumuliert im dauerhaft aktiven 
Zustand. Dadurch wird der RAS/RAF/MAPK-Pathway EGFR-unabhängig stimuliert 
und entzieht sich der Regulation durch EGFR-Liganden.[109] Dieser Mechanismus 
erklärt die Unwirksamkeit von EGFR-Inhibitoren in Tumoren mit KRAS-Mutation und 
wird als KRAS-Hypothese bezeichnet.[88]  
Die KRAS-Hypothese wurde zunächst in einer Reihe kleiner, retrospektiver Studien 
für die Zweitlinientherapie des chemotherapierefraktären mCRC nachgewiesen.[16, 
20, 35, 46, 63, 71, 72] Zwei prospektive Studien belegten die KRAS-Hypothese in 
der anti-EGFR-mAB Monotherapie bei Patienten mit chemotherapierefraktärem 
mCRC: Amado et al. verglichen die Panitumumab-Monotherapie mit BSC in 463 
Patienten mit mCRC. Der KRAS-Mutationsstatus wurde bei 427 Patienten 
bestimmt.[8] In der Studie von Karapetis et al. wurden Cetuximab-Monotherapie und 
BSC bei 572 Patienten mit mCRC verglichen, von denen in 394 Fällen der KRAS-
Mutationsstatus bekannt war.[62] In beiden Studien verlängerte die anti-EGFR-mAB 
Monotherapie PFS und OS signifikant bei Patienten mit KRAS WT gegenüber 
Patienten mit KRAS Mutation. Bei Patienten mit KRAS Mutation wurde kein Vorteil 
der anti-EGFR-mAB Monotherapie gegenüber BSC nachgewiesen.[8, 62]  
Abbildung 2.3: Molekulare Struktur des ras-Proteins (modifiziert 
nach Schubbert et al., 2007) 
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In den letzten Jahren zeigten drei große Studien diesen Zusammenhang auch für die 
Kombination von anti-EGFR-mABs und konventioneller Chemotherapie in der  
Erstlinientherapie des mCRC.[22, 38, 119] Die CRYSTAL-Studie verglich die 
Chemotherapie mit 5-Fluoruracil, Folsäure, Irinotecan (FOLFIRI) und Cetuximab mit 
FOLFIRI alleine in 1.198 Patienten mit mCRC. Bei 540 Patienten wurde der KRAS-
Mutationsstatus analysiert.[119] In der OPUS-Studie wurden die Chemotherapie mit 
5-Fluoruracil, Folsäure, Oxaliplatin (FOLFOX) und Cetuximab mit FOLFOX alleine 
verglichen. Eine Analyse des KRAS-Mutationsstatus wurde bei 233 von insgesamt 
337 Patienten durchgeführt.[22] Die PRIME-Studie untersuchte FOLFOX und 
Panitumumab im Vergleich zu FOLFOX alleine bei 1.183 Patienten mit mCRC. Eine 
KRAS-Mutationsanalyse lag für 1.096 Patienten vor.[38] Bei Patienten mit KRAS WT 
verbesserten die anti-EGFR-mAbs in Kombination mit Chemotherapie ORR und PFS 
signifikant gegenüber der alleinigen Chemotherapie, während sich bei Patienten mit 
KRAS-Mutation diese Parameter zwischen Chemotherapie mit oder ohne anti-EGFR-
mAb nicht unterschieden.[22, 23, 38, 93, 119, 120] In der PRIME-Studie verlängerte 
die Zugabe von anti-EGFR-mAbs das OS bei Patienten mit KRAS WT, nicht aber bei 
Patienten mit KRAS-Mutation.[38] Die OPUS-Studie deutete sogar einen nachteiligen 
Effekt der Antikörpertherapie bei Patienten mit KRAS-Mutation an, in der PRIME-
Studie wurde dieser eindeutig gezeigt.[22, 38] Aufgrund dieser Ergebnisse 
beschränkten FDA und EMEA die Zulassung von Cetuximab und Panitumumab 2008 
auf Patienten mit mCRC, bei denen eine Mutationsanalyse zuvor KRAS WT ergab.[7, 
39] 
Allerdings zeigen auch in der Gruppe der Patienten mit KRAS WT nur 13-17% ein 
partielles Ansprechen gemäß den Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 
(RECIST) und nur 61% eine radiologische Verkleinerung der Zielläsion unter 
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Monotherapie.[8, 62] Nur 59-61% der Patienten mit KRAS WT sprechen auf eine 
Kombinationstherapie mit anti-EGFR-mAb und Chemotherapie an.[22] Neben KRAS-
Mutationen müssen also noch weitere Resistenzmechanismen bestehen, die die 
Wirksamkeit der anti-EGFR-mAb einschränken.[73] Aus ihrer Kenntnis ließen sich 
evtl. zusätzliche Marker für eine bessere Patientenselektion ableiten. 
2.5. Bedeutung weiterer Mutationen für die Therapieresistenz 
Neben der KRAS-Mutation könnten noch weitere Mutationen eine Resistenz gegen 
anti-EGFR-mAbs vermitteln. Theoretische Überlegungen legen nahe, dass solche 
Mutationen ebenfalls Mediatoren der EGFR-abhängigen Signalkaskaden 
betreffen.[69]  
Die Serin-Threonin-Kinase BRAF ist wie KRAS Bestandteil des RAS/RAF/MAPK-
Signalwegs. Sie wird direkt durch KRAS aktiviert und leitet somit das EGFR-
induzierte Signal weiter (Abb 2.1).[29] BRAF-Mutationen treten in 5-10% der CRC auf 
und korrelieren bei Mikrosatelliten-stabilen Karzinomen (MSS) mit einer schlechten 
Prognose.[105] 92% der Mutationen betreffen Codon 600 in Exon 15 des BRAF-
Gens, die übrigen Mutationen verteilen sich auf die Codons 463, 465 und 468 in 
Exon 11.[105] Sie steigern die Kinaseaktivität von BRAF und führen dadurch wie die 
KRAS-Mutation zur EGFR-unabhängigen Aktivierung des RAS/RAF/MAPK-
Pathways.[29, 116] BRAF-Mutationen könnten somit für die Therapieresistenz bei 
Patienten mit KRAS WT verantwortlich sein.  
In Übereinstimmung mit dieser Annahme zeigten frühere Studien eine Assoziation 
zwischen BRAF-Mutationen und Resistenz gegenüber anti-EGFR-mAbs in 
mCRC.[30, 36, 68, 78, 107, 111, 116] Eine retrospektive Analyse des BRAF-
Mutationsstatus im Rahmen der CRYSTAL-Studie wies jedoch keinen statistisch 
signifikanten Zusammenhang zwischen BRAF-Mutationen und Resistenz gegenüber 
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anti-EGFR-mAbs nach.[120] Während der prognostische Wert der BRAF-Mutation 
somit als gesichert gilt, ist ihre Bedeutung als prädiktiver Biomarker bei der anti-
EGFR-mAb-Therapie unklar. Daher wurde die Mutationsanalyse von BRAF Exon 11 
und 15 in diese Arbeit aufgenommen.  
Eine weitere mögliche Ursache für die anti-EGFR-mAb Resistenz ist die KRAS 
Codon 61 Mutation. Wie Mutationen in Codon 12 und 13 aktiviert sie KRAS 
konstitutiv.[33] In 11% der CRC mit KRAS Codon 12/13 WT findet sich eine Codon 61 
Mutation.[6] Zwei Studien zeigten, dass Patienten mit KRAS Codon 61 Mutation nicht 
auf die Therapie mit anti-EGFR-mAb ansprechen (p=0,047). KRAS Codon 61 
Mutationen waren mit kürzerem PFS unter anti-EGFR-mAb-Therapie assoziiert (3,8 
vs. 5,3 Monate, HR=0,45 (0.10–0.85), p=0.023).[30, 78] 
Bisher werden unter Routinebedingungen ausschließlich Mutationen von KRAS 
Codon 12 und 13 berücksichtigt.34,35 KRAS Codon 61-Mutationen werden zum 
jetzigen Zeitpunkt noch nicht erfasst. Die Evidenz nimmt jedoch zu, dass KRAS 
Codon 61 Mutationen genauso wie die KRAS Codon 12/13 Mutationen für die 
Resistenz gegen anti-EGFR-mAbs verantwortlich sein können. In den nächsten 
Jahren ist deshalb die Aufnahme dieser Mutation in die Standarddiagnostik 
denkbar.[32, 107] 
2.6. Konkordanz von KRAS-Mutationen in Primärtumor und 
korrespondierender Metastase des CRC 
Ein weiterer Erklärungsansatz für Therapieresistenz von Patienten mit KRAS WT in 
der Mutationsanalyse ist, dass bei demselben Patienten das primäre CRC und 
dessen Metastasen in ihrem Mutationsstatus nicht übereinstimmen.  
KRAS-Mutationsanalysen werden in der Regel an Gewebe des Primärtumors 
durchgeführt, denn dieses wurde in den meisten Fällen bereits im Rahmen einer 
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Koloskopie oder Hemikolektomie gewonnen und im Pathologischen Institut archiviert 
und ist daher leicht verfügbar.[15] Prognosebestimmend und damit Hauptziel der 
anti-EGFR-Therapie sind jedoch Metastasen. Voraussetzung für dieses Vorgehen ist, 
dass der Mutationsstatus im Primärtumor, der analysiert wird, und in der 
korrespondierenden Metastase, die therapiert werden soll, übereinstimmen. Diese 
Annahme wird vom klassischen Modell der linearen Tumorprogression unterstützt. 
Es beschreibt die Tumorentstehung als mehrstufigen Prozess, in dessen Verlauf die 
Tumorzellen schrittweise maligne Eigenschaften erwerben. Die Fähigkeit zur 
Metastasierung ist der letzte dieser Schritte.[24, 41, 42] Folglich trennen Primärtumor 
und Metastase sich erst spät in ihrer Entwicklung und weisen daher eine 
weitgehende genetische Übereinstimmung auf.[64] 
Andere Theorien wie das Model der parallelen Progression gehen hingegen davon 
aus, dass Tumorzellen früh im Verlauf der Tumorigenese disseminieren und sich von 
diesem Zeitpunkt an getrennt vom Primärtumor entwickeln, mit der Folge genetischer 
Abweichungen zwischen Primärtumor und Metastase.[19, 64] Auf diese Weise kann 
der Primärtumor KRAS WT aufweisen, während in der Metastase davon abweichend 
eine KRAS-Mutation auftritt. Beim gebräuchlichen Vorgehen würde dieser Patient die 
anti-EGFR-mAb Therapie erhalten, die das Wachstum der Metastase  jedoch nicht 
beeinflusst. Um vor der Therapieentscheidung eine KRAS-Mutation sicher 
auszuschließen, müssten unter dieser Annahme sowohl Primärtumor als auch 
Metastase auf Mutationen untersucht werden. Dazu ist eine Probenentnahme aus 
der Metastase nötig. Diese ist für den Patient mit zusätzlichen Belastungen und 
Komplikationsrisiken verbunden. Die Mehrfachbestimmung vervielfacht die Kosten 
der Mutationsanalyse. Pro Patient und KRAS-Mutationsanalyse werden in 
Deutschland mit Kosten von 280€ gerechnet.[124] 
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Bisherige Studien, die KRAS Codon 12/13 Mutationen in Primärtumor und 
korrespondierenden Metastasen des CRC verglichen, lieferten widersprüchliche 
Ergebnisse. Während einige Studien eine vollständige Übereinstimmung 
ergaben,[40, 43, 49, 74, 112, 127, 129] berichteten andere Abweichungen des 
Mutationsstatus mit Diskordanzraten zwischen 1% und 23% (Tab. 5.1).[4, 5, 11, 13, 
26, 48, 59, 65, 80, 84, 91, 92, 94, 106, 117] Aufgrund der unsicheren Datenlage ist 
somit bisher kein abschließendes Urteil über die Übereinstimmung von KRAS-
Mutationen in Primärtumor und korrespondierender Metastase des CRC möglich. 
Aktuelle Leitlinien zur Diagnostik und Therapie des CRC geben daher bislang keine 
Empfehlung darüber ab, ob für die KRAS-Mutationsanalyse vor der Therapie mit anti-
EGFR-mAbs Gewebe von Primärtumor oder Metastase verwendet werden soll und 
ob Mehrfachbestimmungen notwendig sind.[7, 39, 122] 
Eine noch schwächere Datenlage besteht für KRAS Codon 61 und BRAF-
Mutationen. Nur zwei Studien, eine davon aus dem Jahr 1991, widmeten sich bisher 
der Konkordanz von KRAS Codon 61 Mutationen in Primärtumor und 
korrespondierender Metastase des CRC.[91, 117] Die Ergebnisse für KRAS Codon 
12,13 und 61 wurden nicht einzeln aufgeschlüsselt (Tab. 5.1). Die Konkordanz von 
BRAF-Mutationen in Primärtumor und korrespondierender Metastase des CRC 
wurde in bisher acht Studien mit meist geringer Fallzahl untersucht.[5, 13, 59, 80, 84, 
92, 94, 117] Hier ergaben sich Übereinstimmungsraten zwischen 82% und 100% 
(Tab 5.2).  
Unter der Annahme des klassischen Progressionsmodells, dass die Konkordanz in 
Wirklichkeit beinahe 100% beträgt, könnten die hohen Diskordanzraten in einigen 
Studien unter Anderem durch Fehler bei der Mutationsanalyse verursacht sein.[15] 
Die Mutationsanalyse in Gewebeproben ist ein vielschrittiger, störanfälliger 
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Arbeitsprozess, bei dem in verschiedenen Phasen Fehler unterlaufen können. 
Fehlerquellen sind unter anderem: 
 
– Tumorheterogenität[82] 
– Zu geringe Menge an Tumorgewebe[37]  
– Verunreinigung durch Normalgewebe[43]  
– Analyseverfahren mit niedriger Sensitivität[60, 85]  
– Nicht optimiertes und validiertes Analyseverfahren.[15, 121, 122] 
Wenige der bisherigen Publikationen zur Untersuchung der Konkordanz von KRAS-
Mutationen in Primärtumor und Metastase des CRC erwähnen Maßnahmen, um 
diese Störfaktoren bei der Mutationsanalyse auszuschalten (Tab. 5.1). Fehler bei der 
Mutationsanalyse sind daher eine mögliche Ursache für die widersprüchlichen 
Ergebnisse und teilweise hohen Diskordanzraten in diesen Arbeiten. Daraus ergibt 
sich folgende Arbeitshypothese: Wenn Fehler bei der Mutationsanalyse durch die 
sorgfältige Optimierung und Validierung der Analytik vermieden werden, lässt sich 
eine vollständige Übereinstimmung der Ergebnisse der Mutationsanalyse von 
Primärtumor und korrespondierender Metastase des CRC erreichen. Die vorliegende 
Arbeit prüft diese Hypothese neben KRAS Codon 12/13 auch für Codon 61 und 
BRAF, die zu Beginn der Studie als prädiktive Marker galten.  
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 
3.1.1. Geräte 
Die verwendeten Geräte sind in Tab. 3.1 aufgelistet. 
3.1.2. Verbrauchsmaterial 
Die verwendeten Gebrauchsmaterialien sind in Tab. 3.2 aufgelistet. 
3.1.3. Software 
Die verwendete Software ist in Tab. 3.3 aufgelistet.  
3.1.4. Patientenkollektiv 
63 Patienten mit metastasiertem CRC, die zwischen 1995 und 2008 am Klinikum der 
Ludwig-Maximilians-Universität München behandelt wurden und von denen im 
Pathologischen Institut der Universität München Gewebeproben sowohl des 
Primärtumors als auch der korrespondierenden Metastase vorlagen, wurden in die 
Untersuchung eingeschlossen. Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete 
Gewebeproben (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE) wurden aus dem Archiv 
des Pathologischen Instituts entnommen. Die zugehörigen Patientendaten wurden 
vom Tumorzentrum München (TZM) bereitgestellt. Von allen Patienten lag eine 
Einverständniserklärung zur Studienteilnahme vor. Die Studie wurde gemäß den 
Empfehlungen der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der LMU 
durchgeführt. 
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Gerät Typ Hersteller
Alpha-Kamera MultiImage Light Cabinet Alpha Inotec Corp., San Leandro, 
USA
Arbeitsstation für 
Pyrosequenzierung
PyroMark TM Q24 Vacuum 
Prep Workstation
Biotage AB, Uppsala, Schweden
Drucker für Gelbilder Digital Graphic Printer UP-D897 Sony Corp., Tokyo, Japan
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT BioRad Laboratories GmbH, 
München, D
Feinwaage Kern KB 1000-2 Kern & Sohn GmbH, Ballingen, D
Halterung für 24-Well-
Platte
PyroMark Q24 Plate Holder Biotage AB, Uppsala, Schweden
Heizplatte Präzitherm LHG Harry Gestigkeit GmbH, Düsseldorf, 
D
Sterile Arbeitsbank HeraSave HS12 Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA
Inkubator Forma Scientific CO2 Water 
Jacketed Incubator
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, USA
Kartusche 
(Sequenzierer)
PyroMark Q24 Cartridge QIAGEN GmbH, Hilden, D
Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss AG, Oberkochen, D
Mirkowellengerät Modell 8201-1 Miele & Cie. KG, Gütersloh, D
Mirkozentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg, D
Pipetten Eppendorf Research 2,5 μl, 10 
μl, 100 μl, 1000µl
Eppendorf AG, Hamburg, D
Pyrosequenzer PyroMark TM Q24 Instrument Biotage AB, Uppsala, Schweden
QIACube QIACube QIAGEN GmbH, Hilden, D
Schüttler Monoshake Thermo Electron LED GmbH, 
Langenselbold, D
Spannungsquelle für 
Elektrophoresekammer
Power Pac Basic BioRad Laboratories GmbH, 
München, D
Thermocycler (PCR-
Gerät)
MBS 0.2 G ThermalCycler ThermoHybaid, Ashford, GB
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, D
Tischzentrifuge C1301B-230V Labnet International Inc., Edison, 
USA
Vakuumpumpe 2511 Dry Vacuum 
Pump/Compressor
Gardner Denver Welch Vacuum 
Technology Inc., Skokoe, USA
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., Bohemia, 
USA
Tab. 3.1: Geräte
 23 
Material Hersteller
24-PCR-plate not skirted Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, D
6x DNA Loading Dye 1ml Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, D
Aqua bidest. 10l H. Kerndl GmbH, Feldkirchen, D
Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
DMEM/Ham's F12 (1:1) Biochrom AG, Berlin, D
Ethanol ≥ 99,5 %, Ph.Eur., reinst Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlruhe, D
Ethidiumbromidlösung 1% (10mg/ml) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlruhe, D
FBS Biochrom AG, Berlin, D
GeneRuler™ Low Range Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot, D
Hot Star Taq® DNA Polymerase (1000 units) QIAGEN GmbH, Hilden, D
Human Genomic DNA: male ; Exp 6/12 Promega Corp., Fitchburg, USA
Multiply®-μStrip 8er Kette (PCR-
Probengefäße)
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D
Oligonukleotide (Primer) biomers.net GmbH, Ulm, D
PBS Dulbecco Biochrom AG, Berlin, D
PyroMark Annealing Buffer (250ml) QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Binding Buffer (200ml) QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Denaturation Solution (500ml) QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Control Oligo, version 1 QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Q24 Gold Reagents (5x24) QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Q24 Troughs QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Q24 Vacuum Prep Troughs (12) QIAGEN GmbH, Hilden, D
PyroMark Washing Buffer (10x conc., 200ml) QIAGEN GmbH, Hilden, D
QIAamp DNA Micro Kit (50) QIAGEN GmbH, Hilden, D
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (50) QIAGEN GmbH, Hilden, D
Rotiphorese® 10x TBE Buffer Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlruhe, D
RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin, D
Safe Seal-Tips® professional; 2,5 μl, 10 μl, 
100 μl, 1250 μl (Pipettenspitzen)
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D
Safe Seal-Tube 1,5ml, 2,0ml (Eppendorf-
Gefäße)
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, D
Streptavidin Sepharose High Performance GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
Trypsin/EDTA Solution 0,05%/0,02% Biochrom AG, Berlin, D
Vacuum Prep Tool Filter Probes Biotage AB, Uppsala, Schweden
Xylol, ≥98,5 %, Ph.Helv., reinst Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlruhe, D
Tab. 3.2: Verbrauchsmaterial
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Programm Hersteller Anwendung
PyroMark Q24 Software Biotage AB, Uppsala, Schweden Auswertung Pyrosequenzierung
IBM SPSS Statistics IBM Corp., Armonk, USA Statistische Auswertung
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corp., Redmond, USA Statistische Auswertung
Tab. 3.3: Software
 
Das Durchschnittsalter der Patienten bei 
Erstdiagnose betrug 60,9 Jahre. 63,5% der 
Untersuchten waren männlich. In 56 Fällen 
war der Primärtumor bei Diagnosestellung 
lokal fortgeschritten (T3: 41 Fälle, 65,1%, T4: 
15 Fälle, 23,8%), in vier Fällen lokal begrenzt 
(T2, 6,3%, kein T1). Ein Befall der 
Lymphknoten lag in 46 Fällen vor (N1/2: 
73,1%). In allen untersuchten Fällen wies der 
Primärtumor einen mäßigen bis niedrigen 
Differenzierungsgrad auf (G2: 30 Fälle, 
47,6%, G3: 33 Fälle, 52,4%). In 39,7% der 
Fälle war der Primärtumor rechts- und in 
60,3% der Fälle linksseitig lokalisiert, wobei 
Rektum und Sigmoid mit jeweils 27,0% der 
Fälle die häufigsten Lokalisationen 
darstellten. In drei bzw. vier Fällen enthielt 
die Patientenakte keine Informationen über 
Tumorgröße bzw. Lymphknotenstatus. 
Die korrespondierende Metastase  betrafen 
in der Mehrzahl der Fälle die Leber (40 Fälle, 
Charakteristika total
Alle Patienten 63 (100)
Alter in Jahren median 60,9
     ≤60 25 (39,7)
     ≥61 38 (60,3)
Geschlecht
     männlich 40 (63,5)
     weiblich 23 (36,5)
Tumorgröße (UICC)
     T2 4 (6,3)
     T3 41 (65,1)
     T4 15 (23,8)
     Daten nicht verfügbar 3 (4,8)
Lymphknotenstatus
     N0 13 (20,6)
     N+ 46 (73,1)
     Daten nicht verfügbar 4 (6,3)
Tumor Grading (WHO)
     G2 30 (47,6)
     G3 33 (52,4)
Lokalisation des Primärtumors
     rechtsseitiges Kolon 25 (39,7)
          Zäkum 6 (9,5)
          Ascendens 14 (22,2)
          Flexura hepatica 1 (1,6)
          Transversum 4 (6,3)
     linksseitiges Kolon 38 (60,3)
          Flexura splenica 3 (4,8)
          Descendens 1 (1,6)
          Sigmoid 17 (27,0)
          Rectum 17 (27,0)
Lokalisation der Metastase
     Leber 40 (63,5)
     Peritoneum 11 (17,5)
     Lunge 3 (4,8)
     Andere 9 (14,3)
Tab 3.4: Charakteristika des Kollektivs
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63,5%), gefolgt von Peritoneum (17,5%) und Lunge (4,8%). In neun Fällen traten 
Metastasen in seltenen Lokalisationen auf (Ovar, Prostata, Haut, nicht-regionale 
Lymphknoten). In drei Fällen lagen zwei korrespondierenden Metastasen desselben 
Primärtumors vor. Diese lagen in zwei Fällen in Peritoneum und Ovar, in einem Fall 
in Leber und Lunge (Tab. 3.4). 
3.2. Methoden 
3.2.1. Optimierung und Validierung der Analyseverfahren 
3.2.1.1. Optimierung der PCR 
Für die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) sollte die 
optimale Schmelztemperatur (TM) während der Bindung der Primer an die Template 
DNA bestimmt werden. Dazu wurde für jedes der vier Primer-Paare eine 
Optimierungs-PCR mit einem Temperaturgradienten während der Bindungsphase 
der Primer (annealing) durchgeführt. Die Schmelztemperatur lag dabei in jeweils 
einem von acht Reaktionsgefäßen bei 55,8, 57,8, 59,5, 61,4, 63,4, 65,4, 67,6 bzw. 
69,8 °C. Als Template diente human genomic DNA (Tab. 3.2). Anschließend wurden 
die PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese analysiert (s. Punkt 3.2.2.3). Die 
Schmelztemperatur TM, bei der sich in der gelelektrophoretischen Analyse die 
stärkste Bande zeigte, wurde als Optimum in den PCRs für die Mutationsanalyse 
verwendet.  
3.2.1.2. Bestimmung der Spezifität der Mutationsanalyse 
Die Spezifität eines Mutationsanalyseverfahrens beschreibt die Genauigkeit, mit der 
WT als solcher erkannt wird oder die Rate der falsch-positiven Fälle. In einem ersten 
Schritt wurde die Spezifität des Analyseverfahrens geprüft. Als Template wurde DNA 
von kindlichen Tonsillen eingesetzt, denn hier werden keine KRAS- bzw. BRAF-
Mutationen erwartet. Um das zufällige Auftreten von Mutationen ausschließen zu 
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können wurden jeweils fünf Ansätze von acht verschiedenen kindlichen Tonsillen 
(jünger als zehn Jahre) durchgeführt. Die maximale Anzahl an PCR-Zyklen, bei 
denen in gesundem Gewebe keine Mutation nachweisbar war, wurde als spezifisch 
gewertet. 
3.2.1.3. Bestimmung der Sensitivität der Mutationsanalyse 
Um die Tumormenge zu bestimmen, die gerade 
noch ausreicht, um daraus genügend DNA für die 
anschließende PCR zu isolieren, wurde für jeden 
der vier Genloci ein sog. 1cm²-Test durchgeführt. 
Dazu wurde Tumorgewebe aus 0,5, 0,25, 0,125, 
0,0625 0,03125, 0,015625 bzw. 0,0078125 cm² 
großen Arealen eines FFPE-Schnitts 
makrodisseziert (Abb. 3.1). Aus den so 
gewonnenen Gewebeproben wurde DNA isoliert 
und in PCR-Reaktionen für KRAS Codon 12/13 
und 61 sowie BRAF Codon 11 und 15 eingesetzt. 
Die resultierende DNA-Menge wurde mittels 
Gelelektrophorese  evaluiert (s. Punkte 3.2.2.1-
3.2.2.3). Als minimale Gewebemenge wurde diejenige Gewebemenge festgelegt, bei 
der nach PCR in der Gelelektrophorese gerade noch eine Bande erkennbar war. 
Um den minimalen Anteil mutierter DNA in einem Gemisch aus mutierter und WT 
DNA zu bestimmen, ab dem die Mutation noch detektiert werden kann, wurden 
Verdünnungsreihen aus mutierter und WT DNA hergestellt. Dazu wurden acht 
Tumorzelllinien mit den sieben häufigsten Mutationen von KRAS Codon 12/13 bzw. 
der häufigsten Mutation von BRAF Exon 15 in der COSMIC-Datenbank ermittelt[14, 
Abbildung 3.1: Bestimmung der minimalen 
Gewebemenge für die DNA-Gewinnung mittels 1cm²-
Test. 
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57] und bei DMSZ GmbH, Braunschweig, D (A549, HCT116, HT29, HUP-T3, KYSE, 
SW480), ATCC, LGC Standards GmbH, Wesel, D (LS174-T) und ECACC, Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, USA (RPMI-8226) bestellt (Tab. 3.5). Es lagen keine 
geeigneten Zelllinien vor, um die Spezifität des Testverfahrens für Mutationen von 
KRAS Codon 61 und BRAF Exon 11 zu bestimmen. Die Zellen wurden nach 
gängigen Protokollen kultiviert.[95]  
Gen Mutation Zelllinie Organ Grenzwert (%)
KRAS  Codon 12/13 c.34G>A SW480 Dickdarm 6,25
c.34G>C HUP-T3 Pankreas 6,25
c.34G>T KYSE401 Ösophagus 6,25
c.35G>A LS174T Dickdarm 6,25
c.35G>C RPMI-8226 Multiples Myelom 12,50
c.35G>T A549 Lunge 6,25
c.38G>A HCT116 Dickdarm 6,25
BRAF  Exon 15 c.1799T>A HT29 Dickdarm 6,25
Tab 3.5: Sensitivitätstest für KRAS - und BRAF -Mutationen
 
Um Zellextrakte zu gewinnen, wurde das Kulturmedium aspiriert und die Zellen mit 
PBS gewaschen. Anschließend wurden 2ml 0,05% Trypsin zugegeben und die 
Zellen bei 37°C für 3 min. inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden in einem 1,5 ml 
Röhrchen gesammelt und für 5 min. bei 300 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
entfernt und das Zellpellet in der verbleibenden Flüssigkeit resuspendiert. Aus den 
Zellen wurde DNA mithilfe des QIAamp® DNA Micro Kits und des QIAcube gemäß 
Herstellerangaben extrahiert. 
Die auf diese Weise gewonnene DNA mit bekannten KRAS- oder BRAF-Mutationen 
wurde mit zunehmenden Mengen an human genomic DNA in einem Verhältnis von 
1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 bzw. 1:128 gemischt. Die auf diese Weise 
erzeugten DNA-Gemische wurden in die Mutationsanalyse (s. Punkt 3.2.2)  
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Abbildung 3.2: Bestimmung der Sensitivität der Mutationsanalyse mithilfe einer Verdünnungsreihe. 
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eingesetzt. Eine Mutation war bei absteigender Konzentration im Pyrogramm bis zu 
einem Verhältnis von 6,25% zwischen dem Peak des mutierten Allels und dem Peak 
des WT Allels eindeutig vom Hintergrundrauschen unterscheidbar. Als Cut-off Wert 
für die Unterscheidung zwischen Mutation und WT wurde daher das Zwei- bis 
Dreifache dieses Wertes definiert, d.h. ein Verhältnis von 20% zwischen dem Peak 
des mutierten Allels und dem Peak des WT Allels. Als untere Grenze der 
Testsensitivität wurde dasjenige Verhältnis von mutierter zu WT DNA festgelegt, bei 
dem dieser Cut-off Wert gerade noch überschritten wurde (s. Abb. 3.2). 
3.2.1.4. Bestimmung der Testgenauigkeit (accuracy) 
Um nachzuweisen, dass das verwendete Testverfahren bei KRAS- und BRAF-
Mutationen den genauen Mutationstyp zuverlässig erkennt, wurden DNA-Extrakte 
aus Zelllinien mit bekannter KRAS- bzw. BRAF-Mutation gewonnen (s. Punkt 3.2.1.3, 
Tab. 3.5). Diese wurde in gleicher Weise wie die Patientenproben auf Mutationen 
untersucht (s. Punkte 3.2.2.2-3.2.2.4). Das Analyseverfahren galt als spezifisch für 
eine Mutation, wenn der in der Mutationsanalyse detektierte Mutationstyp mit dem in 
der Literatur für die jeweilige Zelllinie beschriebenen Mutationstyp übereinstimmte. 
3.2.2. Mutationsanalyse in Patientenproben 
3.2.2.1. DNA-Isolation aus Paraffinmaterial 
Das Vorgehen bei der DNA-Isolation aus Paraffinmaterial richtete sich nach 
Standard-Protokollen.[51] Zur Anreicherung von Tumorgewebe wurde auf einem 
H&E-gefärbten Schnitt des jeweiligen Gewebeblocks das Tumorareal markiert und 
dieses als Schablone für die anschließende Makrodissektion verwendet. Aus einem 
ungefärbten Gewebeschnitt wurde Paraffin durch je drei jeweils zehnminütige 
Inkubationsschritte in 100% Xylol und 100% Ethanol gelöst und entfernt. 
Anschließend wurde das im H&E-Schnitt markierte Areal auf den ungefärbten Schnitt 
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übertragen und dieses unter mikroskopischer Kontrolle mithilfe einer Skalpellklinge 
disseziert. Schließlich wurde die Qualität der Dissektion nach H&E-Färbung des 
Schnitts durch Vergleich mit der Vorlage bestimmt. Das gewonnene Gewebematerial 
wurde mit 180 l ATL-Puffer und 20 l Proteinase K aus dem QIAamp® FFPE Tissue 
Kit gemischt und im Thermo-Mixer für 1 h bei 56°C und anschließend für 5 min. bei 
90°C inkubiert. Aus dem Zelllysat wurde DNA mithilfe des QIAamp® FFPE Tissue Kit 
und des QIAcube Roboters gemäß Herstellerangaben gereinigt. 
3.2.2.2. DNA-Amplifikation mittels PCR 
Die PCR wurde gemäß Standardprotokollen durchgeführt.[67] Lyophilisierte Primer 
(Tab. 3.2) wurden als 100 µM Stammlösungen in Nuklease-freiem Wasser gelöst. 
Für die PCR-Reaktionen wurde ein Master Mix aus je 400 µM Primer-Lösung, 2,0 µl 
DNA-Extrakt, 0,2 µl Hot Star Taq® DNA Polymerase, 200 µM dNTPs, 1x 
Reaktionspuffer und 32,2 µl Nuklease-freiem Wasser hergestellt. Die PCR-Reaktion 
wurde mithilfe eines Thermocyclers durchgeführt. Nach einem initialen 
Aktivierungsschritt bei 94°C für 15 min. wurden die PCR-Produkte unter den in Tab. 
4.1 zusammengefassten Bedingungen generiert. Jeder Zyklus setzte sich aus einem 
Denaturierungsschritt (94°C, 30 sec.) einem Bindungsschritt (TM, 30 sec.) und einem 
Elongationsschritt (72°C, 30 sec.) zusammen. Am Ende der Amplifikation wurde ein 
terminaler Elongationsschritt bei 72°C für 10 min. angeschlossen. Als Positivkontrolle 
diente genomische DNA, als Negativkontrolle Wasser. 
3.2.2.3. Gelelektrophoretische Analyse 
Um 3% Agarose-Gel herzustellen, wurden 3 g Agarose durch Aufkochen in 100 ml 
0,5% TBE-Puffer gelöst. Diese Lösung wurde mit 3 µl 1% Ethidiumbromid versetzt 
und in eine Gelschale ausgegossen. Nach 30-minütigem Aushärten wurde das Gel in 
eine mit 0,5% TBE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer transferiert, sodass sie 
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vollständig mit Puffer bedeckt war. 5 µl PCR-Produkt wurden mit 1 µl Ladepuffer (6x 
DNA Loading Dye, Fermentas) gemischt und in die Geltaschen eingebracht. Zur 
Abschätzung der Amplifikatlänge wurden zusätzlich beidseits 3 µl eines 
Standardmarkers (GeneRuler™ Low Range DNA Ladder, Fermentas) aufgetragen. 
Anschließend wurde die DNA bei einer Spannung von 120 V über 1 h aufgetrennt. 
Mittels des Alpha-Kamera-Systems wurden Gelbilder dokumentiert und das PCR-
Bandenmuster anschließend auf korrekte Länge, Bandenstärke und 
Verunreinigungen hin beurteilt. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch die Ergebnisse je einer 
Elektrophorese für KRAS Codon 12/13 und 61 sowie BRAF Exon 11 und 15. 
 32 
 
Abbildung 3.3: Gelelektrophoretische Analyse von jeweils sechs Patientenproben einschließlich Positiv- und 
Negativkontrolle nach der PCR für KRAS Codon 12/13 und 61 sowie BRAF Exon 11 und 15. 
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3.2.2.4. Pyrosequenzierung 
Das Prinzip der Pyrosequenzierung ist schematisch in Abb. 3.4 dargestellt und wird 
im Folgenden grob umrissen. Die Pyrosequenzierung erfordert einzelsträngige 
Template DNA. Dazu wird das zu analysierende DNA-Fragment mit zwei Primern 
amplifiziert, von denen einer biotinyliert ist. Über den Biotin-Rest wird die DNA an 
Streptavidin-Sepharose-Beads gebunden. Mithilfe einer NaOH-haltigen 
Denaturierungslösung erfolgt die Strangtrennung. Durch ein Unterdrucksystem wird 
die Lösung mit diesem Einzelstrang abgesaugt, während der Biotin-gekoppelte 
Einzelstrang über die Biotin-Streptavidin-Bindung an den Sepharose-Beads 
zurückgehalten wird. Für die eigentliche Sequenzierung wird ein Sequenzierprimer 
an die einzelsträngige Template DNA gebunden und mit den Enzymen DNA-
Polymerase, ATP-Sulfyrase, Luziferase und Apyrase sowie den Substraten 
Adenosin-5‘-Phosphodisulfat (APS2) und Luziferin inkubiert. dNTPs werden dem 
Reaktionsgemisch in einer in einer Injektionsliste festgelegten Reihenfolge zugesetzt. 
Ist das zugesetzte Nukleotid komplementär zur jeweiligen Base der template DNA, 
Abbildung 3.4: Prinzip der Pyrosequenzierung. 
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dann wird es von der DNA-Polymerase in den neu synthetisierten DNA-Strang 
eingebaut. Dabei wird Pyrophosphat (PPi) freigesetzt, das von der ATP-Sulfyrase in 
Anwesenheit von APS in ATP umgewandelt wird. ATP treibt die Luziferase-
abhängige Umwandlung von Luziferin in Oyxluziferin an, bei der Licht entsteht. 
Dieses Lichtsignal wird von einem Messgerät erfasst und als sog. Peak im 
Pyrogramm dargestellt (Abb. 3.4). Bevor ein neues dNTP zugesetzt wird, werden 
überschüssige dNTPs von Apyrase gespalten. Im Lauf dieses Vorgangs wird aus den 
zugesetzten dNTPs ein neuer, komplementärer DNA-Strang aufgebaut, dessen 
Sequenz an den Peaks im Pyrogramm abgelesen werden kann.[89, 101, 102] 
Das Vorgehen bei der Pyrosequenzierung erfolgte nach Angaben der Erfinder bzw. 
des Herstellers.[90, 96] Dazu wurde zunächst mithilfe der PyroMark™ Q24 Software 
ein Analyse-Assay erstellt. Um die DNA an Sepharose-Beads zu binden wurden 2 µl 
Beads, 20 µl PCR-Produkt und 40 µl Binding Buffer gemischt und in einem Schüttler 
für 10 min. bei 1400 rpm und Raumtemperatur inkubiert. Als Positivkontrolle diente 
das PyroMark Q24 Control Oligonukleotid. Um die DNA-Stränge zu trennen wurden 
an der PyroMark™ Q24 Vacuum Prep Workstation die Beads an eine Membran 
angesaugt, für 5 sec. in 70% Ethanol, für 5 sec. in Denaturation Solution und für 10 
sec. in Washing Buffer gespült und dann für 5 sec. luftgetrocknet. Anschließend 
wurde das System belüftet, sodass sich die Beads von der Membran lösten und in 
ein PyroMark™ Q24 Plate fielen, dessen Näpfe mit 0,3 µM Sequenzierprimer in 25 µl 
Annealing Buffer gefüllt waren. Im folgenden zweiminütigen Inkubationsschritt bei 
80°C wurden die Überstrukturen der einzelsträngigen PCR-Produkte aufgelöst, 
sodass die Sequenzierprimer an die DNA binden konnten. Für die eigentliche 
Pyrosequenzierung wurde die Kartusche des PyroMark™ Q24 Instruments mit 
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Enzym, Substrat und dNTPs beladen. Das Ergebnis der Sequenzanalyse wurde 
mithilfe der PyroMark™ Q24 Software ausgewertet.  
3.2.3. Statistische Auswertung 
Um die Konkordanz zwischen Mutationen von Primärtumor und Metastase 
auszuwerten, wurde der Cohen'sche κ-Koeffizient mit Hilfe von Microsoft Excel 2007 
errechnet, der Werte zwischen 1,0 (perfekte Übereinstimmung) und 0,0 (keine 
Übereinstimmung) annehmen kann. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde das 
Konfidenzintervall für Quoten eingesetzt, um die Sicherheit zu bestimmen, mit der 
Ergebnisse vom untersuchten Kollektiv mit 63 Fällen auf die Gesamtheit der Fälle 
übertragen werden können.[3] Für alle Test wurde ein einseitiger p-Wert von p<0,05 
als statistisch signifikant angenommen. 
Die Signifikanz der Korrelation klinisch-pathologischer Eigenschaften wurde mittels 
χ²-Tests unter Zuhilfenahme von SPSS bestimmt. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Optimierung und Validierung der Analyseverfahren 
Ziel der vorliegenden Studie war es, die Übereinstimmung des Mutationsstatus von 
Primärtumor und Metastase des mCRC mit einem Verfahren zu untersuchen, dessen 
Analysegenauigkeit zuvor bestimmt worden war. Dazu wurden alle Analyseschritte 
nach Maßgaben der Europäischen Gesellschaft für Pathologie (ESP) unter 
Laborbedingungen optimiert, validiert und kontrolliert.[122] Im Einzelnen wurden die 
Bedingungen der PCR optimiert, die minimale Tumorgewebemenge für die DNA-
Extraktion, Spezifität, Sensitivität und Genauigkeit des Analyseverfahrens bestimmt 
und Menge und Qualität der eingesetzten DNA sowie die Erfolgsrate der 
Mutationsanalyse kontinuierlich überwacht. 
4.1.1. Optimierung der PCR 
Um die Effizienz der PCR bei höchstmöglicher Sensitivität und Spezifität zu 
maximieren, wurden für jede PCR die optimale Schmelztemperatur TM, die Spezifität 
und Sensitivität bestimmt (Abb. 4.1, Tab. 4.1). Unter den gegebenen 
Laborbedingungen ließen sich mit den so ermittelten Protokollen in den PCRs  
maximale Ausbeuten erzielen. 
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Abbildung 4.1: Optimierung der Schmelztemperatur der PCR für KRAS Codon 12/13 sowie BRAF Exon 11 und 15 mittels 
Temperaturgradient. 
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4.1.2. Bestimmung der Spezifität der Mutationsanalyse 
Zunächst wurde die Spezifität der PCR bestimmt. Dazu wurde die maximale Anzahl 
der Zyklen bestimmt, bei der WT DNA keine Mutation (falsch-positiv) ergab. Um 
sicherzustellen, dass die zur Bestimmung der Spezifität eingesetzten Gewebeproben 
keine Mutationen in den untersuchten Onkogenen enthielten, wurden Tonsillen von 
unter zehnjährigen Kindern verwendet. Um eventuelle Mutationen in einzelnen 
Gewebeproben von falsch-positiven Ergebnissen unterscheiden zu können, wurden 
von jedem Ansatz Multiplikate analysiert. Insgesamt wurden 40 Ansätze (acht 
Tonsillen, Pentaplikate) untersucht. Es zeigte sich, dass bis zu einer Anzahl von 50 
(KRAS Codon 12/13 und 61) bzw. 40 (BRAF Exon 11 und 15) PCR-Zyklen das 
Testverfahren keine Mutationen in den wildtypischen Gewebeproben (Tab. 4.1) 
detektierte. Somit ist die Mutationsanalyse in diesem Bereich spezifisch. 
4.1.3. Bestimmung der Sensitivität der Mutationsanalyse 
Gewebeproben enthalten, gerade wenn es sich um Biopsien oder Proben eines 
neoadjuvant therapierten Tumors handelt, oft nur wenig Tumorgewebe. Daher wurde 
in einem weiteren Schritt mithilfe des 1cm²-Experiments die minimale Tumormenge 
bestimmt, aus der noch ausreichend DNA für die Mutationsanalyse extrahiert werden 
kann (Abb. 4.2). Für alle untersuchten Genloci reichte Gewebe aus einem 
Tumorareal von ca. 2-8 cm² aus, um in der anschließenden PCR ausreichend große 
Mengen an PCR-Produkt für die Mutationsanalyse zu erhalten. 
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Abbildung 4.2: Bestimmung der minimalen Gewebemenge für die DNA-Extraktion mithilfe des 1cm²-Tests. 
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Tumorgewebe enthält neben den Tumorzellen Stroma, das sich aus einer azellulären 
Komponente, der ECM (extrazelluläre Matrix) und Zellen, wie Entzündungszellen, 
mesenchymalen Zellen oder Endothelzellen zusammensetzt. Um den 
geringstmöglichen Anteil an Tumorzellen für die Detektion einer Mutation zu 
bestimmen wurden Verdünnungsreihen mit bekannten Mengen an WT DNA und 
DNA aus Zelllinien mit bekannter KRAS- oder BRAF-Mutation hergestellt. Abb. 3.2 
zeigt das Ergebnis der Sensitivitätstestung exemplarisch für die Mutation KRAS 
c.34G>A. Alle sieben untersuchten Mutationen von KRAS Codon 12/13 und die 
Mutation BRAF c.1799T>A wurden vom verwendeten Testverfahren bis zu einem 
Verhältnis von mutierter zu WT DNA von 1:10 zuverlässig erkannt. 
Um diesen Anteil an Tumorzellen bei der Probengewinnung zu erreichen, wurde 
Tumorgewebe mittels Makrodissektion unter Sichtkontrolle entnommen. Um die 
Einhaltung der Mindestmenge zu überprüfen, wurden die Gewebeschnitte im 
Anschluss an die Makrodissektion mit H&E gefärbt und unter dem Mikroskop 
beurteilt. Es zeigte sich, dass ein Tumorareal von mindestens 2-8 cm² und ein 
Tumoranteil von mindestens 10% in allen Fällen entnommen worden war. Somit 
waren die durch Makrodissektion gewonnenen Gewebeproben ausreichend, um die 
nötige DNA-Menge für die Mutationsanalyse zu erzielen. 
4.1.4. Bestimmung der Testgenauigkeit (accuracy) 
In CRC treten verschiedene Typen der KRAS Codon 12/13 Mutation mit 
unterschiedlicher Häufigkeit auf. Eine Studie von De Roock et al. belegt, dass 
Patienten mit KRAS Codon 13 Mutationen im Gegensatz zu Patienten mit KRAS 
Codon 12 und 61 Mutationen auf eine Therapie mit anti-EGFR-mAbs 
ansprechen.[31, 115] Daher hat die Unterscheidung verschiedener KRAS-
Mutationstypen eine potenzielle Bedeutung für die Therapieentscheidung bei 
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Patienten mit mCRC. Um die Fähigkeit des Analyseverfahrens zu prüfen, die sieben 
häufigsten Mutationen von KRAS Codon 12/13 zu unterscheiden (engl. accuracy, 
Genauigkeit, Treffsicherheit), wurde DNA von sieben Zelllinien mit bekannter KRAS-
Mutation analysiert.  
Diese sieben häufigsten KRAS Codon 12/13 Mutationen c.34G>A/p.G12S, 
c.34G>C/p.G12R, c.34G>T/p.G12C, c.35G>A/p.G12D, c.35G>C/p.G12A, 
c.35G>T/p.G12V und c.38G>A/p.G13D wurden eindeutig nachgewiesen (Abb. 4.3). 
Folglich ist das verwendete Analyseverfahren dazu geeignet, die häufigsten im CRC 
vorkommenden KRAS-Mutationen unterscheiden zu können.  
 
Abbildung 4.3: Pyrogramme von KRAS WT sowie der sieben häufigsten Mutationen des KRAS-Gens. 
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4.1.5. Fortlaufende Überprüfung der DNA- Quantität und –Qualität 
Um die Funktionalität der jeweiligen PCR zu testen und Falsch-Positivität durch 
Kontamination auszuschließen, wurde für jeden PCR-Ansatz eine Positiv- und 
Negativkontrolle mitgeführt. Im Gel trat in allen Fällen eine einzelne, kräftige Bande in 
der erwarteten Höhe auf, die Negativkontrolle war stets negativ. Zusätzlich zeigten 
sich in der Pyrosequenzierung für die Positivkontrolle WT Sequenzen und für die 
Negativkontrolle keine Sequenzergebnisse. Dadurch konnten Verunreinigungen 
während des Analyseprozesses ausgeschlossen werden. 
4.2. Charakteristika des Patientenkollektivs 
Die Übereinstimmung des Mutationsstatus von Primärtumor und Metastase des 
mCRC sollte in einem ausreichend großen, für die Gesamtheit der Patienten 
repräsentativen Kollektiv untersucht werden. Dafür stand ein Kollektiv von 63 
Patienten mit mCRC, von denen Gewebeproben sowohl des Primärtumors als auch 
der korrespondierenden Metastase verfügbar waren, zur Verfügung. Da es sich aus 
statistischer Sicht bei dem Vergleich zwischen Primärtumor und korrespondierender 
Metastase um eine Quote handelt, wurde das Konfidenzintervall für eine 
Kollektivgröße von 63 Paaren bestimmt.[3] Dieses lag bei CI=[0,9921;1,000]. Somit 
ist die Unsicherheit bei der Übertragung der Ergebnisse von dem Kollektiv mit 63 
Fällen auf die Grundgesamtheit der Patienten kleiner als 1%. Daher kann von einer 
sehr sicheren Übertragbarkeit bei dem vorliegenden Kollektiv ausgegangen werden. 
Das Patientenkollektiv glich in Alter, Geschlecht, lokalem Tumorstadium, Grading 
und Lokalistation von Primärtumor und Metastase in etwa der Gesamtheit der 
Patienten mit mCRC (s. Tab. 3.4),[56] sodass die Ergebnisse als repräsentativ 
gewertet werden können. Damit ist eine Übertragung der Ergebnisse der Arbeit auf 
die Gesamtheit der Patienten mit mCRC legitim. 
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4.3. Häufigkeitsverteilung von KRAS- und BRAF-Mutationen und 
Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern 
4.3.1. KRAS-Mutationen 
Um die Häufigkeit von KRAS- und BRAF-Mutationen im untersuchten 
Patientenkollektiv zu bestimmen und mit der vorbeschriebenen Häufigkeitsverteilung 
zu vergleichen, wurden KRAS Codon 12/13 und BRAF Exon 15 Mutationen zunächst 
in den Primärtumoren analysiert.  
KRAS Codon 12/13 Mutationen fanden sich in 32 von 63 Fällen (50,8%). Diese 
Mutationshäufigkeit stimmt mit der in der Literatur beschriebenen Häufigkeit von 40-
45 in etwa überein.[42, 86, 123] Es traten sechs verschiedene Missense- oder 
Austauschmutationen auf. Die 
häufigsten Mutationstypen waren die 
Glyzin zu Aspartat Austauschmutation 
in Codon 13 (c.38G>A, p.G13D, 
37,5% aller Mutationen, elf von 32 
Fällen), die Glyzin zu Aspartat 
Austauschmutation in Codon 12 
(c.35G>A, p.G12D, 28,1% aller 
Mutationen, neun von 32 Fällen) und 
Glyzin zu Valin Austauschmutation in 
Codon 12 (c.35G>T, p.G12V, 18,8% 
aller Mutationen, sechs von 32 
Fällen). Andere Mutationstypen 
wurden nur in einzelnen Fällen 
nachgewiesen (Tab. 4.2, Abb 4.4). In einem Fall traten zwei KRAS Codon 12/13 
Mutationen zugleich auf (c.34G>T und c.35G>C). Alle sechs Mutationstypen sind in 
CDS-Mutation AA-Mutation mut (%)
c.38G>A p.G13D 12 (37,5)
c.35G>A p.G12D 9 (28,1)
c.35G>T p.G12V 6 (18)
c.34G>T p.G12C 2 (6,3)
c.35G>C p.G12V 2 (6,3)
c.34G>C p.G12R 1 (3,1)
Tab. 4.2: Häufigkeitsverteilung der KRAS -
Mutationstypen
Abbildung 4.4: Häufigkeitsverteilung der KRAS-Mutationstypen. 
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der Literatur als onkogen beschrieben.[83, 113] Die COSMIC (Catalogue of Somatic 
Mutations in Cancer)-Datenbank des Sanger-Instituts, Cambridge führt alle sechs 
Mutationstypen im Rahmen des CRC auf. Die Häufigkeitsverteilung der 
Mutationstypen in unserem Kollektiv entspricht in etwa der in der Literatur 
beschriebenen Häufigkeit.[86] Diese Übereinstimmung der Häufigkeit von KRAS-
Mutationen im untersuchten Patientenkollektiv unterstreicht die Repräsentativität des 
Studienkollektivs. 
Fälle mit KRAS-Mutation bzw. WT unterschieden sich nicht hinsichtlich klinisch-
pathologischer Parameter wie Alter, Geschlecht, Tumorgröße, Lymphknotenbefall, 
Tumor-Grading, Lokalisation des Primärtumors oder der Metastase. Dieses Ergebnis 
stimmt mit früheren Forschungsergebnissen überein, wonach mutiertes KRAS kein 
unabhängiger prognostischer Marker bei CRC ist.[126]  
Mutationen in Codon 61 des KRAS Gens wurden im untersuchten Kollektiv nicht 
beobachtet. Mit einer Häufigkeit von 2,1% sind sie im CRC relativ selten.[42, 123] Für 
ihren Nachweis wäre daher ein größeres Patientenkollektiv nötig. 
4.3.2. BRAF-Mutationen 
Mutationen in Exon 15 des BRAF-Gens traten in 7,9% der untersuchten Fälle auf 
(fünf von 63 Fällen). Diese Verteilung liegt im Rahmen der vorbeschriebenen 
Häufigkeit von 2-13%.[42, 123] Bei allen fünf Mutationen handelte es sich um Valin 
zu Glutamat Austauschmutationen des Codon 600 (c.1799T>A, p.V600E). 
Entsprechend den Ergebnissen früherer Studien schlossen sich KRAS- und BRAF-
Mutationen in unserer Studie gegenseitig aus.[99] Die mit <1% im CRC insgesamt 
seltene Mutation von BRAF Exon 11 trat im untersuchten Kollektiv nicht auf.[42, 123] 
Die Übereinstimmung der Häufigkeit von BRAF-Mutationen in früheren Publikationen 
und im untersuchten Patientenkollektiv ist ein weiterer Beleg für dessen 
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Repräsentativität. Sie belegt, dass die Ergebnisse der Mutationsanalyse von diesem 
Kollektiv auf die Gesamtheit der Patienten übertragen werden können. 
Im untersuchten Kollektiv waren BRAF-Mutationen mit höherem Tumorgrading (G3, 
G4) assoziiert (p = 0.026). Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit Studien, 
die einen Zusammenhang zwischen BRAF-Mutationen und schlechter Prognose 
zeigen, die mit hohem Tumorgrading assoziiert ist.[105] 
4.4. Korrelation von KRAS- und BRAF- Mutationen in Primärtumor und 
korrespondierender Metastase 
Das eigentliche Ziel der vorliegenden Studie war die Bestimmung der 
Übereinstimmungsraten von KRAS- und BRAF-Mutationen in Primärtumor und 
korrespondierender Metastase des mCRC. Dazu wurden Mutationsanalysen in 
Gewebe von Primärtumor und Metastase durchgeführt und die Ergebnisse 
miteinander verglichen.  
Mutation Primärtumor (%) Metastase (%) Konkordanz (%) κ CI
KRAS  Codon 12/13 32 (50,8) 32 (50,8) 100,0 1,0 [0.8911;1]
KRAS  Codon 61 0 (0) 0 (0)  -  -  - 
BRAF  Exon 11 0 (0) 0 (0)  -  -  - 
BRAF  Exon 15 5 (7,9) 5 (7,9) 100,0 1,0 [0.4782;1]
Tab 4.3: Konkordanz zwischen Primärtumor und korrespondierender Metastase
 
Der Mutationsstatus von KRAS Codon 12/13 und 61 und BRAF Exon 11 und 15 
stimmte in allen 63 untersuchten Fällen in Primärtumor und Metastase überein 
(Konkordanz 100%, κ=1,0) (Tab. 4.3). Aufgrund der kleinen Zahlen ist die Sicherheit 
der Mutationsdetektion gemessen als Konfidenzintervall nicht sehr hoch. In keinem 
Fall fand sich bei KRAS- oder BRAF WT im Primärtumor eine Mutation des 
entsprechenden Genlocus in der korrespondierenden Metastase. Bei KRAS-
Mutationen war der Mutationstyp in Primärtumor und Metastase identisch. In einem 
 47 
Fall mit zwei gleichzeitigen Mutationen von KRAS Codon 12 und 13 ließen sich beide 
Mutationen sowohl in Primärtumor als auch Metastase nachweisen. In drei Fällen mit 
jeweils zwei Metastasen waren in einem Fall der Primärtumor und beide Metastasen 
KRAS und BRAF wildtypisch. In zwei Fällen wiesen Primärtumor und beide 
Metastasen identische KRAS-Mutationen auf (c.35G>A bzw. c.38G>A). 
Zusammengefasst zeigt die vorliegende Studie, dass für KRAS- und BRAF-
Mutationen eine vollkommene Übereinstimmung zwischen Primärtumor und 
Metastase besteht und diese gefunden werden kann, wenn die Analysebedingungen 
kontrolliert werden. Somit ist lediglich eine einmalige Mutationsanalyse anhand von 
Gewebe entweder des Primärtumors oder der Metastase ausreichend, um den 
Mutationsstatus des Tumors vollständig zu erfassen, wenn die Analysebedingungen 
kontrolliert werden. Auf diese Weise sind keine zusätzlichen Biopsien nötig. Darüber 
hinaus entfallen die Kosten für Doppelanalysen. Zugleich demonstriert die Studie, 
dass Diskordanz von KRAS-Mutationen zwischen Primärtumor und Metastase des 
CRC als mögliche Ursache für die Resistenz gegen anti-EGFR-mAb-Therapie bei ca. 
40% der Patienten mit KRAS WT nicht in Frage kommt. 
  
 48 
5. Diskussion 
5.1. Vollständige Übereinstimmung des Mutationsstatus in Primärtumor 
und Metastase durch Anwendung einer Analyseregel 
Die vorliegende Arbeit bestätigt die Hypothese, dass eine vollständige Konkordanz 
des Mutationsstatus von Primärtumor und korrespondierender Metastase des mCRC 
erreicht wird, wenn Mängel bei der technischen Durchführung der Mutationsanalyse 
durch die Festlegung und Einhaltung einer Analyseregel vermieden werden. Dazu 
muss lediglich experimentell eine Regel erarbeitet werden, nach der die 
Untersuchung auf Mutationen durchgeführt wird. Hierfür müssen Sensitivität, 
Spezifität und Testgenauigkeit der Mutationsanalyse optimiert werden. Durch 
Anwendung dieser Analyseregeln bei der Mutationsanalyse eines Kollektivs von 
Patienten mit korrespondieren Primärtumoren und Metastasen konnte die Hypothese 
verifiziert werden. Denn hier stimmten die Ergebnisse der Mutationsanalyse von 
Primärtumor und korrespondierender Metastase in 100% der Fälle überein.  
Ziel der Analyseregel ist es, die technische Durchführung der Mutationsanalyse 
kontrollierbar werden zu lassen.[122] Dazu wurden erstens in einer Reihe von 
Optimierungsexperimenten individuelle Grenzwerte für die Anzahl der PCR-Zyklen, 
die eingesetzte Gewebemenge und den Tumoranteil am Gesamtgewebe definiert. 
Zweitens wurden Maßnahmen festgelegt, um diese Grenzwerte bei der 
Mutationsanalyse zu erreichen. Drittens wurden Kontrolluntersuchungen 
festgeschrieben, um die Einhaltung der Grenzwerte während der Mutationsanalyse 
zu überprüfen. Konkret umfasste dieses Vorgehen folgende Einzelmaßnahmen: 
1. Die Spezifität der Mutationsanalyse oder die Vermeidung falsch positiver 
Ergebnisse (Mutation bei bestehendem WT), hängt von der Anzahl der PCR-
Zyklen ab. Sie nimmt mit zunehmender Zykluszahl ab, während Effizienz und 
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Sensitivität der Mutationsanalyse steigen. Um eine Spezifität von 100% bei 
optimaler Effizienz und Sensitivität sicherzustellen, wurde das 
Analyseverfahren anhand einer Serie von wildtypischen Gewebeproben 
getestet und die maximale Anzahl an PCR-Zyklen ermittelt, bis zu der alle 
Proben richtig als WT erkannt wurden. 
 
2. Die Sensitivität eines Analyseverfahrens bestimmt die Mindestmenge an 
mutierter DNA, die eingesetzt werden muss, um die Mutation sicher 
nachzuweisen, also die Vermeidung falsch negativer Fälle (WT bei 
bestehender Mutation).[37] Die Sensitivität sinkt bei geringen Gewebemengen 
oder Anteil an Tumorzellen. Oft ist die Gewebemenge der Proben, aus der 
DNA isoliert wird, gering, insbesondere bei Tumoren nach neoadjuvanter 
Radio- oder Chemotherapie (ausgedehnte Nekrose- und Fibroseareale) oder 
bei Biopsien.[21] Des Weiteren ist der Anteil der Tumorzellen an der 
Gesamtzellzahl der Probe variabel, da Tumorgewebe neben den Tumorzellen 
selbst auch normale Zellen, wie Entzündungszellen, mesenchymalen Zellen, 
Endothelzellen und andere mehr enthält.[43] Weiterhin ist das Tumorgewebe 
nicht homogen aufgebaut, sondern setzt sich aus unterschiedlichen 
Subpopulationen mit individuellen Mutationsprofilen zusammen.[82] 
Untersuchungen zeigen, dass KRAS- und BRAF-Mutationen in bis zu 20% 
aller CRC heterogen verteilt sind und nur ein Teil der Tumorzellen die 
jeweilige Mutation aufweisen.[4, 12, 13, 43, 47, 50, 58, 65, 66, 75, 80, 100] 
Daher wurde, um ausreichende Mengen mutierter DNA für die 
Mutationsanalyse sicherzustellen, zum einen mit Hilfe des 1cm²-Tests die 
minimale Gewebemenge bestimmt, bei der eine DNA-Extraktion gerade noch 
genügend DNA für die PCR liefert.[122] Zum anderen wurde anhand von 
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Verdünnungsreihen die untere Nachweisgrenze für Mutationen durch Einsatz 
eines Gemischs aus mutierter und WT-DNA ermittelt.[122] Anhand dieser 
Ergebnisse konnten Grenzwerte für die minimale Gewebemenge und den 
minimalen prozentualen Tumoranteil am Gesamtgewebe definiert 
werden.[122] Um den Tumoranteil bei der Probengewinnung zu erhöhen und 
die Verunreinigungen der Probe durch Normalgewebe zu minimieren, wurde 
Tumorgewebe mittels Makrodissektion unter mikroskopischer Kontrolle 
entnommen.[21, 45] Um die Einhaltung der Analyseregel zu prüfen, wurden 
die histologische Schnitte, von denen Gewebe ausgekratzt worden war, HE 
gefärbt und anschließend mit den H&E gefärbten Serienschnitten, die zu 
Anfang als Blaupause für die Bestimmung relevanter Tumorareale dienten, 
lichtmikroskopisch verglichen.[122] 
 
3. Der Begriff accuracy (Testgenauigkeit) beschreibt die Fähigkeit der 
Mutationsanalyse unterschiedliche Mutationstypen sicher voneinander zu 
unterscheiden. Sie ist klinisch relevant, da die verschiedenen KRAS-
Mutationstypen sich in ihrer prädiktiven Bedeutung für die anti-EGFR-mAb 
Therapie unterscheiden können.[31, 115] Um eine Testgenauigkeit von 100% 
zu erreichen, wurde das Analyseverfahren anhand von DNA mit bekannten 
Mutationen getestet.[122] 
Alle oben genannten Maßnahmen gingen in die Definition der individuellen 
Analyseregel ein. Auf diese Weise wurden maximale Sensitivität, Spezifität und 
Testgenauigkeit bei der Mutationsanalyse erreicht. Unter diesen Bedingungen, also 
Einhaltung der Analyseregel zeigt sich, dass der Mutationsstatus von Primärtumor 
und korrespondierender Metastase bei mCRC in 100% der Fälle übereinstimmen. 
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5.2. Technisch mangelhafte Durchführung der Mutationsanalyse als Ursache 
für Abweichung des Mutationsstatus in früheren Studien 
Die 100%-ige Konkordanz des Mutationsstatus von Primärtumor und 
korrespondierender Metastase des mCRC ist die essentielle Voraussetzung, dass 
eine Entscheidung für oder gegen eine zielgerichtete anti-EGFR-mAb Therapie bei 
Patienten mit mCRC sicher anhand der Mutationsanalyse des Primärtumors 
getroffen werden kann.[7] Sie ist daher von entscheidender Bedeutung für die 
korrekte Therapie und wurde von einer Reihe früherer Arbeiten untersucht, die 
jedoch widersprüchliche Ergebnisse lieferten. Die vorliegende Arbeit bestätigt die 
Ergebnisse von sieben früheren Publikationen, die ebenfalls eine vollständige 
Übereinstimmung des KRAS-Mutationsstatus von Primärtumor und 
korrespondierender Metastase des mCRC ergaben (Tab. 5.1).[40, 43, 49, 74, 112, 
127, 129] Vier Arbeiten wiesen eine vollständige Übereinstimmung des BRAF-
Mutationsstatus von Primärtumor und korrespondierender Metastase des mCRC 
nach (Tab. 5.2).[13, 80, 84, 117] Im Gegensatz dazu traten in 16 früheren Arbeiten in 
bis zu 23% der Fälle Abweichungen des KRAS- bzw. BRAF-Mutationsstatus von 
Primärtumor und Metastase auf (Tab. 5.1 und 5.2).[4, 5, 11, 13, 26, 48, 59, 65, 77, 
80, 84, 91, 92, 94, 106, 117] Hinzu kommt, dass die Wahrscheinlichkeit eine 
Konkordanz von 100% bei 63 untersuchten Fällen zufällig zu erreichen, bei unter 1% 
(CI=[0,9921;1,000]) liegt. Da die klinisch-pathologischen Eigenschaften des 
untersuchten Kollektivs repräsentativ für die Gesamtheit der Patienten mit mCRC 
sind, hat das hier erzielte Ergebnis allgemeine Gültigkeit. Überträgt man diesen 
Gedanken auch auf die anderen Arbeiten mit einer Konkordanz von 100%, so wird 
das zufällige Auftreten dieser Konkordanz noch unwahrscheinlicher. Umgekehrt ist 
es eher wahrscheinlich, dass in den Arbeiten ohne vollständige Konkordanz Fehler 
unterlaufen sind, zudem sich die Diskordanzraten in den einzelnen Arbeiten 
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voneinander unterscheiden. Zusammengefasst kann die vollständige 
Übereinstimmung des Mutationsstatus von Primärtumor und korrespondierender 
Metastase des mCRC nach aktuellem Kenntnisstand als gesichert gelten. Somit 
Author Jahr Analysiertes Gen n
Lokalisation der 
Metastase
KRAS -Mutation 
im PT (%)
Konkordanz 
(%) Validierung
Albanese et al. 2004 KRAS  Codon 12/13 30 Leber 14/30 (47%) 23/30 (77%) k.A.
Al-Mulla et al. 1998 KRAS  Codon 12/13 26 Leber 10/26 (38%) 21/26 (80%) k.A.
Artale et al. 2008 KRAS  Codon 12/13 48 diverse (v.a. Leber) 11/48 (23%) 45/48 (94%) k.A.
Baldus et al. 2010 KRAS  Codon 12/13 20 diverse 9/20 (45%) 18/20 (90%) ja
Cejas et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 110 Leber, Lunge 37/110 (34%) 103/110 (94%) k.A.
Etienne-Grimaldi et al. 2008 KRAS  Codon 12/13 48 Leber (Biopsie) 16/48 (33%) 16/16 (100%) k.A.
Finkelstein et al. 1993 KRAS  Codon 12/13 7 diverse (v.a. Leber) k.A. k.A. (100%) ja
Garm Spindler et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 31 k.A. 11/31 (35%) 29/31 (94%) ja
Gattenlöhner et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 106 k.A. k.A. k.A. (100%) k.A.
Italiano et al. 2010 KRAS  Codon 12/13 59 k.A. 23/59 (39%) 56/59 (95%) k.A.
Knijn et al. 2011 KRAS  Codon 12/13 305 Leber 108/305 (22%) 299/305 (98%) k.A.
Losi et al. 1992 KRAS  Codon 12/13 16 diverse (v.a. Leber) 13/16 (81%) 16/16 (100%) k.A.
Loupakis et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 43 Leber k.A. 41/43 (95%) k.A.
Mariani et al. 2010 KRAS  Codon 12/13 38 diverse (v.a. Leber) 20/38 (53%) 37/38 (97%) k.A.
Molinari et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 37 diverse (v.a. Leber) 16/37 (43%) 34/37 (92%) k.A.
Oudejans et al. 1991 KRAS  Codon 12/13, 61 31 Leber, Lunge 13/31 (42%) 29/31 (94%) k.A.
Park et al. 2011 KRAS  Codon 12/13 22 k.A. 5/22 (23%) 18/22 (82%) k.A.
Perrone et al. 2009 KRAS  Codon 12/13 10 diverse (v.a. Leber) 3/10 (30%) 8/10 (80%) k.A.
Santini et al. 2008 KRAS  Codon 12/13 99 diverse (v.a. Leber) 38/99 (38%) 95/99 (96%) k.A.
Suchy et al. 1992 KRAS  Codon 12 23 k.A. 15/23 (65%) 23/23 (100%) k.A.
Vakiani et al. 2012 KRAS  Codon 12,13, 
22, 61, 117, 146
84 diverse (v.a. Leber) 43/84 (51%) 83/84 (99%) k.A.
Weber et al. 2006 KRAS  Codon 12/13 36 Leber 14/36 (39%) 36/36 (100%) k.A.
Zauber et al. 2003 KRAS  Codon 12/13 42 diverse (v.a. LK) 22/42 (52%) 42/42 (100%) k.A.
k.A. = keine Angaben, LK = Lymphknoten, M = Metastase, PT = Primärtumor, WT = Wild-Typ
Tab. 5.1: Studien über die Konkordanz des KRAS -Status in Primärtumor und korrespondierender Metastase des CRC
Author Jahr Analysiertes Gen n
Lokalisation der 
Metastase
BRAF -Mutation 
im PT (%)
Konkordanz 
(%) Validierung
Artale et al. 2008 BRAF  Exon 15 48 diverse (v.a. Leber) 2/48 (4%) 47/48 (98%) k.A.
Baldus et al. 2010 BRAF  Exon 15 20 diverse 1/20 (5%) 20/20 (100%) ja
Italiano et al. 2010 BRAF  Exon 15 48 k.A. 1/48 (2%) 47/48 (98%) k.A.
Mariani et al. 2010 BRAF  Exon 15 38 diverse (v.a. Leber) 0/38 (0%) 38/38 (100%) k.A.
Molinari et al. 2009 BRAF  Exon 15 36 diverse (v.a. Leber) 2/36 (6%) 36/36 (100%) k.A.
Park et al. 2011 BRAF  Exon 15 22 k.A. 5/22 (23%) 20/22 (90%) k.A.
Perrone et al. 2009 BRAF  Exon 11, 15 11 diverse (v.a. Leber) 2/11 (18%) 9/11 (82%) k.A.
Vakiani et al. 2012 BRAF  Exon 15 84 diverse (v.a. Leber) 4/84 (4%) 4/4 (100%) k.A.
k.A. = keine Angaben, M = Metastase, PT = Primärtumor, WT = Wild-Typ
Tab 5.2: Studien über die Konkordanz des BRAF -Status in Primärtumor und korrespondierender 
Metastase des CRC
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muss der Mangel an Übereinstimmung in den 15 oben genannten Publikationen 
andere, technische Ursachen haben, was genau die Hypothese der vorliegenden 
Arbeit war. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Konkordanz von 100% der Ergebnisse der 
Mutationsanalyse von Primärtumoren und korrespondierenden Metastasen erzielt, 
indem für die Mutationsanalyse eine Analyseregel erarbeitet wurde. In Analogie dazu 
etablierten Finkelstein et al. bereits 1993 eine Regel zur Durchführung der KRAS-
Mutationsanalyse und erzielten auf diese Weise eine vollständige Übereinstimmung 
des Mutationsstatus von Primärtumor und korrespondierender Metastase des 
mCRC.[43] Ähnlich wie in der vorliegenden Arbeit bestimmten Finkelstein et al. die 
untere Nachweisgrenze (Sensitivität) des Analyseverfahrens anhand von Gemischen 
aus mutierter und wildtypischer DNA, steigerten die Probenreinheit durch 
mikroskopisch gesteuerte Probenentnahme und kontrollierten die Genauigkeit der 
Probenentnahme durch den Vergleich von H&E-gefärbten Schnitten desselben 
Gewebeblocks vor und nach der Probeentnahme.[43] Eine Analyseregel für die 
optimale technische Durchführung der Mutationsanalyse scheint somit die 
Voraussetzung zu sein, um bei der Mutationsanalyse identische Ergebnisse für 
Primärtumor und korrespondierende Metastase des mCRC zu erhalten. Umgekehrt 
scheinen die Arbeiten, die keine vollständige Konkordanz aufweisen, technisch 
mangelhaft durchgeführt worden zu sein.  
Die meisten bisherigen Publikationen zu diesem Themenkomplex erwähnten keine 
Maßnahmen, um Sensitivität, Spezifität und Testgenauigkeit der Mutationsanalyse zu 
optimieren. In diesen Fällen muss also davon ausgegangen werden, dass mögliche 
Fehlerquellen bei der Durchführung der Mutationsanalyse, wie niedrige Spezifität, zu 
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geringe Gewebemenge, zu geringer Tumoranteil oder Tumorheterogenität nicht 
berücksichtigt wurden. 
Ein Teil der früheren Arbeiten stellte zwar Analyseregeln auf, die jedoch z. T. 
willkürlich gewählt oder nicht ausreichend waren. So wurde in einigen Arbeiten der 
Tumoranteil der Gewebeproben anhand histologischer Schnitte evaluiert und 
ausschließlich Proben mit einem bestimmten Mindestanteil an Tumorgewebe 
verwendet, um ausreichende Tumormengen für die Mutationsanalyse 
sicherzustellen.[4, 5, 13, 26, 59, 65, 80, 84, 91, 94, 129] Allerdings bestimmten nur 
drei dieser Arbeiten den erforderlichen minimalen Tumoranteil ihres Testverfahrens 
experimentell.[13, 43, 48] In allen übrigen Arbeiten wurde der Grenzwert für den 
Tumoranteil willkürlich zwischen 20% und 95% festgelegt (Tab. 5.1 und 5.2). Darüber 
hinaus zeigt eine aktuelle Arbeit, dass die Abschätzung der Tumormenge durch den 
Pathologen stark variiert und daher kein zuverlässiger Parameter für den 
Tumorgehalt der Gewebeprobe ist.[15] Die Makrodissektion zur Erhöhung der 
Probenreinheit kam ebenfalls nur in einem Teil der Arbeiten zum Einsatz (Tab. 5.1 
und 5.2). [43, 65, 74, 94, 112, 117, 129]  
In den früheren Arbeiten, die keine Analyseregel anwandten, könnte der 
Mutationsstatus von Primärtumor oder korrespondierende Metastase falsch negativ 
oder positiv bestimmt worden sein. Dadurch könnte im Vergleich der Eindruck von 
Abweichungen entstanden sein. Die technisch mangelhafte Durchführung ist somit 
eine mögliche Erklärung für Konkordanzraten von weniger als 100% in früheren 
Arbeiten. 
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5.3. Qualitätssicherung in der KRAS-Diagnostik durch Standards zur 
Analyseregel 
Maßnahmen zur Qualitätssicherung der Mutationsanalyse beschränken sich bisher 
im Wesentlichen auf die Durchführung von Ringversuchen. Dazu wurde in 
Deutschland von der Deutschen Gesellschaft für Pathologie (DGP) und dem 
Bundesverband Deutscher Pathologien (BDP) im Rahmen von QuIP 
(Qualitätsinitiative Pathologie) ein Ringversuch entwickelt, indem von 10 Fällen 
mCRC jeweils drei Gewebeschnitte für einen Mutationstest angeboten werden. In der 
Analyse müssen alle Fälle richtig bewertet werden, um die Qualitätssicherung zu 
bestehen. Dieses System wurde durch das European Quality Assurance Program 
EQA der ESP übernommen. An diesen und anderen ähnlichen 
Qualitätssicherungsmaßnahmen nehmen in jährlichen Abständen Diagnostiklabors 
aus Deutschland und anderen europäischen Ländern teil.[15] Bestimmt man für 
dieses Verfahren erneut die Sicherheit, die sich aus einer Quote von null Fehlern bei 
zehn Fällen im besten Fall ergeben kann, so erreicht man ein 95%-Konfidenzintervall 
von lediglich CI=[0,69;1,00], d.h. eine Übereinstimmung in allen zehn Fällen 
zwischen Test- und Referenzlabor schließt eine Fehlerrate des Testlabors von bis zu 
31% nicht aus.[3] Um eine für die Routinediagnostik vertretbare Testgenauigkeit zu 
garantieren, wäre daher eine wesentlich größere Probenanzahl nötig, die sich aus 
logistischen Gründen jedoch nicht umsetzten lässt. Daher ist es ratsam aus der 
Gesamtheit der analysierten Fälle die gesamte Mutationsrate und die Frequenz der 
einzelnen Mutationen zu bestimmen, um diese mit Vorgaben aus großen 
Analysegruppen zu vergleichen.[14, 57, 86] Ergeben sich hier signifikante 
Abweichungen, so scheinen Fehler im gesamten Analyseverfahren vorzuliegen.  
Nachdem die vorliegende Studie zeigt, dass sich eine hohe Testgenauigkeit erzielen 
lässt, wenn vor der Durchführung der Messungen Maßnahmen zur Optimierung und 
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Validierung des Analyseverfahrens ergriffen werden, könnte eine Maßnahme der 
Qualitätssicherung darin bestehen, einen allgemeinen Maßnahmenkatalog zur 
Optimierung und Validierung des Analyseverfahrens zu vorzugeben und diesen 
abzufragen. Solche Maßnahmenkataloge existieren zum Teil bereits, z.B. in Form 
der Empfehlungen der ESP.[122] Auf deren Grundlage sollten Labors individuelle 
Analyseregeln festlegen, die den konkreten Laborbedingungen Rechnung tragen.  
Bisher fehlt in den vorhandenen Zertifizierungsverfahren für die KRAS-
Mutationsdiagnostik die Aufnahme des Nachweises individueller Analyseregeln, wie 
sie in anderen Bereichen der Medizin bereits seit Jahren praktiziert wird[34]  und wie 
sie für die Zertifizierung und Akkreditierung  von Behandlungszentren durch 
medizinische Fachgesellschaften üblich sind. Auf diese Weise ließe sich die Qualität 
der Molekularen Diagnostik, die in der Patientenversorgung zunehmend an 
Bedeutung gewinnt, in Zukunft noch weiter verbessern und sichern. 
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7. Anhang 
7.1. Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 
AA   Amino acid 
Abb.   Abbildung 
AKT   Murine thymoma viral oncogene homolog 1 
anti-EGFR-mAb Monoklonale Antikörper gegen EGFR 
APS2 Adenosin-5‘-Phosphodisulfat 
AREG   Amphiregulin 
ATCC American Type Culture Collection 
ATP Adenosintriphosphat 
bp base pair 
BRAF   V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 
BSC   Best supportive care 
CDS   Consensus of protein coding regions 
CI   Konfidenzintervall 
COSMIC Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 
CRC Kolorektales Karzinom  
CRYSTAL Cetuximab Combined with Irinotecan in First-Line Therapy for 
Metastatic Colorectal Cancer 
DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
ECACC European Collection of Cell Cultures 
ECM  extrazelluläre Matrix 
EGFR   Epidermal growth factor receptor 
EMEA   European Medicines Agency 
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engl. Englisch 
EQA European Quality Assurance Program 
EREG   Epiregulin 
ESP European Society of Pathology 
et al.   et alii 
EU   Europäische Union 
FDA   US Food and Drug Administration 
FFPE Formalin-fixed, paraffin-embedded 
FOLFIRI 5-Fluoruracil, Leucovorin, Irinotecan 
FOLFOX 5-Fluoruracil, Leucovorin, Oxaliplatin 
g gravity 
G Grading 
GAP   GTPase activating protein 
GDP   Guanosindiphosphat 
GEF   Guanosine triphosphate exchange factor 
GTP   Guanosintriphosphat 
H&E Hämatoxylin&Eosin 
HR   Hazard ratio 
IgG   Immungobulin G 
k. A. keine Angaben 
KRAS   Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 
LMU Ludwig-Maximilians-Universität 
M Metastase 
mAb   Monoklonaler Antikörper 
MAPK   Mitogen-activated protein kinase 
mCRC  metastasiertes kolorektales Karzinom 
min. Minute 
MSS mikrosatellitenstabil 
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N Lymphknoten 
NaOH Natriumhydroxid 
OPUS Oxaliplatin and Cetuximab in First-Line Treatment of Metastatic 
Colorectal Cancer 
OR   Overall response 
ORR   Overall response rate 
OS   Overall survival 
p probability 
PBS phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PFS   Progression-free survival 
PIK3   Phosphatidylinositol-3-kinase 
PPi Pyrophosphat 
PRIME Panitumumab Randomized Trial in Combination With 
Chemotherapy for Metastatic Colorectal Cancer to Determine 
Efficacy 
PT Primärtumor 
PTEN   Phosphatase and tensin homolog 
RAF   Murine sarcoma viral oncogene homolog 
RAS   Rat sarcoma viral oncogene homolog 
RECIST Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 
rpm rotations per minute 
SPSS Statistical Product and Service Solutions 
SRC   Sarcoma viral oncogene homolog 
STAT   Signal transducers and activators of transcription 
T Tumor 
Tab.   Tabelle 
TBE TRIS-Borat-EDTA 
TM Schmelztemperatur 
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TZM Tumorzentrum München 
UICC Union internationale contre le cancer 
USA   United States of America 
VEGF   Vascular endothelial growth factor 
vs.   versus 
WHO World Health Organization 
WT   Wildtyp 
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